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® Die Erfindung betrifft ein innmunologisches Pra- 
zipitatlonsverfahren zur Bestimmung eines bindefahi- 
gen Analyten durch Inkubation einer ProbelSsung. 
die den Analyten enthalt» mit einem mit dem Analy- 
ten bindefahigen, spezifischen Rezeptor. dadurch 
gekennzeichnet. dafl der Testlosung ein nichtioni- 
sches Polymer aus der Gruppe: Dextran, mit einem 
Molekulargewtcht von mehr als 500 000. Polyvinyl- 
pyrrolidon, mit einem Molekulargewicht von mehr als 
100 000 und Polyethylenglycol. mit einem Moleku- 
largewicht von mehr als 1 0000, zugesetzt wird sowie 
ein hierfOr geeignetes Reagenz. 
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Die Erfindung betrifft ein immunologisches Pra- 
zipitationsverfahren zur Bestimmung eines bindefa- 
higen Analyten durch Inkubation einer Probelo- 
sung. die den Analyten enthatt. mil einem mit dem 
Analyten bindefahigen, spezifischen Rezeptor. so- 
wie ein hiertur geeignetes Reagenz. 

Immunologische Prazipitationsverfahren wer- 
den seit langem zur Bestimmung von bindefahigen 
Analyten genutzt. Dabei macht man sich die Tatsa- 
che zunutze, dafi viele Immunologische Reaktionen 
zu Molekulaggregaten oder - im Falle einer Aggluti- 
nationsreaktion - zu Partikelaggregaten fOhren, die 
sich im Streulichtverhatten stark von den Aus- 
gangsstoffen unterscheiden und deren Konzentra- 
tion uber diese Eigenschaft bestimmt werden kann. 
Zur quantitativen Bestimmung von Analyten wird 
die Uchtstreuung an Teilchen, die sich in einem 
homogenen Medium befinden. sowohl Uber die 
Messung der StreulichtintensitSt (Nephelometrie) 
als auch uber die Messung des Intensitatsverlustes 
des durch das Medium tretenden Lichtstrahls 
(Turbidimetrie) genutzt. 

Ein grundsatzliches Problem alter quantitatlver 
Immunologischer Prazipitationsverfahren ergibt sich 
aus der Form der Reaktionskurve. Werden bei kon- 
stanter Antikorperkonzentration steigende Antigen- 
mengen zugegeben, so ergibt sich fur die Prazipi- 
tation ein typischer Kurvenverlauf (Heidelberger 
Kurve) (Fig. 1). In der Zone des AntikorperOber- 
schusses nimmt die Konzentration des Prazipitats 
und damit das MeBsignal zu. Bei weiterer Antigen- 
zugabe durchlauft die Kurve ein Maximum und 
nimmt in der Zone des AntlgenUberschusses wie- 
der ab. Aufgrund dieses Effektes kdnnen einem 
MeSsignal zwet Antigenkonzentrationswerte zuge- 
ordnet werden. Llegt das MeiSsignal im Falle des 
AntlgenUberschusses (C2) Innerhalb des Meflberei- 
ches (Co - Cm). fOr den der aufsteigende Ast der 
Heidelberger Kurve geeignet ist, so wird die fal- 
sche Antigenkonzentration Ci . abgelesen. Dieser 
Effekt wird bei immunologischen Bestimmungsme- 
thoden auch als "High-Dose-Hook-Effekt", im fol- 
genden kurz "Hook-Effekt" genannt. bezelchnet. 
Bei vielen Analyten, vor allem bei Proteinen, liegt 
die vorkommende hochstm5gliche physiologische 
Konzentration weit jenseits des Maximums der Hei- 
delberger Kurve, so daB diese Fehtermfiglichkelten 
sehr hSufig auftreten. Urn diese Fehler zu vermei- 
den, mui3 bei der Bestimmung festgestelH werden, 
ob das Me^signal sich Im aufstelgenden oder ab- 
steigenden Ast der Heidelberger Kurve beflndet. 

Die Sfteste und slcherste Methode wird von 
Schulze. H. E. und G. Schwick, Prot. Biol. Fluids 5. 
15 -25 (1958) beschrleben, die eine Doppelbestlrn- 
mung mit zwei verschiedenen ProbenverdOnnun- 
gen vorsieht. Im Falle des AntlgenUberschusses 
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wird bei der starker verdunnten Probe ein groOeres 
Mefisignal als bei der konzentrierteren Probe ge- 
messen. 

Eine verbesserte Ausfuhrun^sform dieses Ver- 

5 fahrens sieht den weiteren Zusatz von Antikorpern 
vor. Bei Vorliegen eines AntlgenUberschusses tritt 
eine Signalerhohung ein (T. O. Tiffany et al., Clin. 
Chem. 20, 1055 - 1061 (1974)). Durch zusatzliche 
Pipettierung von Antigenmaterial bekannter Kon- 

70 zentration lafit sich ein AntigenUberschufi ebenfalls 
. erkennen (J. C. Sternberg, Clin. Chem. 23. 1456 - 
1464(1977)). 

Weiterhin sind mehrere Verfahren beschrleben, 
die durch aufwendige rechnergesteuerte Auswer- 

75 tungen den Hook-Effekt zu erkennen suchen. Durch 
Bestimmung der Reaktionsdauer bis zum Auftreten 
der maximalen Reaktionsgeschwindlgkett bei ne- 
phelometrischen Messungen kann zwischen 
Antigen- und AntikorperOberschuiS diskriminiert 

20 werden (DE-A-27 24 722; EP-B-0 148 463). 

Diese Verfahren besitzen alle den Nachteil, daB 
entweder ein zusatzlicher Pipettierschritt oder eine 
rechnergesteuerte Auswertung notwendig Ist und 
fuhren bei der Automatlsierung zwangslaufig zu 

25 einer Erhohung des Geratepreises. Eine bessere 
Moglichkelt, Fehlinterpretationen bei immunologi- 
schen Prazipitationsverfahren zu vermeiden, ware 
die Gestalt der Heidelberger Kurve so zu veran- 
dern, 6aB nach dem Maximum ein Plateau erreicht 

30 wird und das Auftreten des Hook- Effektes ganz 
vermieden oder In einem Antigenkonzentrationsbe- 
reich verschoben wird, der unter physiologlschen 
Bedlngungen nicht mehr auftritt. 

In US 4,595.661 werden Sandwich- und nephe- 

35 lometrische Immunoassays beschrleben, die zur 
Reduzierung des Hook-Effektes neben den norma- 
lerweise In einem Immunoassay vorhandenen 
hochspezifischen Antikorpern und Reagenzien zu- 
satzltch mindestens einen weiteren niedrlgaffinen 

40 Antikorper gegen den Analyten enthalten. Der 
Nachteil dieses Verfahrens llegt auf der Hand, da 
fUr jeden nachzuweisenden Analyten gleich zwei 
spezifische Antikorper mit unterschiedlichen Affinl- 
taten zum Analyten hergestellt werden mUssen. 

45 Die Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein 

einfaches Immunologisches PrSzipitationsverfahren 
zur Bestimmung eines bindefShigen Analyten be- 
reitzustellen, das den Hook-Effekt als Storung ver- 
meidet. Die Aufgabe wird durch die In den AnsprO- 

50 Chen nSher charakterislerte Erfindung geldst. Im 
wesentlichen wird die Aufgabe dadurch gelSst, daB 
der Testlcisung ein nichtionlsches Polymer In einer 
Menge zugesetzt wird, die ausreicht, den Hook- 
Effekt als Storung zu vermeiden. 

55 Gegenstand der Erfindung ist somit ein immu- 

nologisches Prazipitationsverfahren zur Bestim- 
mung eines bindefahigen Analyten durch Inkuba- 
tion einer Probelosung, die den Analyten enthSIt 
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mit einem mit dem Analyten bindefahigen, spezrfi- 
schen Rezeptor, dadurch gekennzeichnet, dai3 der 
Testlosung ein nichtionisches Polymer in einer 
Menge zugesetzt wird. die ausreicht, den Hook- 
Effekt als Storung zu vermeiden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Reagenz zur Bestimmung eines bindefahigen Ana- 
lyten in einem Immunologischen Prazipitatlonsver- 
fahren, das zusatzlich zu den fur die Immunreak- 
tion ubiicherweise erforderlichen Bestandteile ein 
nichtionisches Polymer In einer Konzentration ent- 
halt. die ausreicht, den Hook-Effekt im Testansatz 
als Storung zu vermeiden. Die nichtionische Poly- 
merkonzentration betragt mindestens 1 Gew.-% im 
Testansatz. Unterhalb dieser Konzentration wird die 
erfindungsgemaiSe Wirkung nicht mehr erreicht. 
Die obere Menge ist durch das Auftreten unspezifi- 
scher TrObungen bei hohen Polymerkonzentratio- 
nen gegeben. Vorzugsweise hat sich eine nichtioni- 
sche Polymerkonzentration von 2 bis 6, besonders 
bevorzugt 3 bis 4 Gew.-% im Testansatz erwiesen. 
Das erfindungsgemaJSe Reagenz kann als Pulver, 
Lyophilisat oder als Losung vorliegen. 

Als nichtionische Polymere konnen beispiels- 
weise Polyethylenglykol, Polyvinylpyrrolidon oder 
Dextran eingesetzt werden. Nichtionische Polymere 
sind in unterschiedlichen Polymerisationsgraden, d. 
h. mit verschiedenen Molekulargewichten. erhalt- 
lich. Far die erfindungsgemaCe Losung sind bevor- 
zugt hochmolekulare nichtionische Polymere geeig- 
net. wobei die obere Grenze des Molekularge- 
wichts davon abhangt, ab welchem Molekularge- 
wicht das Polymer im Testansatz nicht mehr aus- 
reichend loslich ist, um erfindungsgemaiS wirksam 
zu sein. Zum Einsatz beim erfindungsgemSOen 
Verfahren besitzt Polyethylenglykol vorzugsweise 
ein Molekulargewicht von mehr als 10000, beson- 
ders bevorzugt ein Molekulargewicht zwischen 
10000 und 300000 und ganz besonders bevorzugt 
ein Molekulargewicht von 40000. Polyvinylpyrroli- 
don besitzt vorzugsweise ein Molekulargewicht von 
mehr als 100000. besonders bevorzugt 360000 bis 
750000, Dextran wird vorzugsweise mit einem Mo- 
lekulargewicht von mehr als 200000, besonders 
bevorzugt mit einem Molekulargewicht von 500000 
bis 1000000 eingesetzt. 

Es war bekannt, durch Zugabe von Polymeren. 
wie Polyethylenglykol^ Dextran oder Hyaluronsaure 
bei immunologischen Prazipitationsverfahren zur 
Steigerung der Sensltivitat und als Reaktionsbe- 
schleuniger einzusetzen. Polyethylenglykol mit ei- 
nem Molekulargewicht von 6000 wird Obllcherweise 
in einer Konzentration von ungefMhr 4 Gew,-% bei 
der nephelometrischen oder turbidimetrischen Be- 
stimmung einer immunologischen Prazipitationsre- 
aktion eingesetzt (EP-B-0 148 463). 
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Uberraschend war. daB der erfindungsgema^e 
Zusatz von nichtionischen Polymeren mit den ge- 
nannten Molekulargewichten und Konzentrationen 
bei immunologischen Prazipitationsverfahren den 

5 Hook-Effekt. der bei hohen Antigenkonzentrationen 
auftritt, als Storung vermeiden kann. d. h. den 
Hook-Effekt vermeiden oder in einen Antigenkon- 
zentrationsbereich, der unter physiologischen Be- 
dingungen nicht mehr vorkommt, verschieben 

10 kann. Gleichzeitig wird durch diesen Zusatz die 
Sensitivitat und Geschwindigkeit der immunologi- 
schen Prazipitationsreaktion gesteigert. oft sogar 
Ober das Ma6 hinaus. das durch den sonst Ubli- 
chen Zusatz von Polyethylenglykol 6000 erreicht 

15 wird. Der Zusatz von Polyethylenglykol 6000 ist 
somit im erfindungsgemaiSen Verfahren nicht mehr 
notwendig. Eine falsche Antigenkonzentration kann 
beim erfindungsgemaflen Verfahren nicht mehr ge- 
messen werden, da bei steigenden Antigenkonzen- 

20 trationen das MeiSsignal nach Uberschreiten des 
Maximums der Prazipitationskurve nicht mehr oder 
erst bei unphysiologisch hohen Antigenkonzentra- 
tionen so stark abfallt, daB es wieder im MeBbe- 
reich zu liegen kommt. Eine Diskriminierung zwi- 

25 schen dem aufsteigenden und absteigenden Ast 
der Heidelberger Kurve, wie sie bisher durch einen 
zusatzlichen Pipettierschritt oder eine rechnerge- 
steuerte Auswertung bei den Verfahren des Stan- 
des der Technik notwendig war. entfallt. Das erfin- 

30 dungsgemSBe Verfahren kann ohne Mehrkosten im 
Vergleich zu den bisher Ublichen Verfahren durch- 
gefUhrt werden, da die Verwendung der erfindungs- 
gemaflen nichtionischen Polymere das bisher ubli- 
cherweise zugesetzte Polyethylenglykol 6000 er- 

35 setzen kann. Zudem konnen beim automatisierten 
Einsatz die Geratekosten gesenkt werden, da zu- 
satzliche Pipettierschritte oder eine aufwendige 
Auswertung entfallen konnen. 

Unter einem immunologischen Prazipitations- 

40 verfahren im Sinne der Erfindung sind alle Reaktio- 
nen zwischen immunologischen Rezeptoren und 
Analyten zu verstehen, die zu einer Trtibung der 
Testlosung infolge der Ausbildung der Analyt- 
Rezeptor-Komplexe fOhren. Die TrObung kann da- 

45 be! durch lichtstreuende Parti kel. an die ein Partner 
der immunologischen Reaktion. d. h. Rezeptor oder 
Analyt Oder Analytanalogon. gebunden ist oder ge- 
bunden werden kann, verstarkt werden. In diesem 
Fall handelt es sich um einen Agglutinationstest. 

50 Besonders bevorzugt wird das erfindungsgemaBe 
nichtionische Polymer in immunologischen Prazipi-' 
tationsverfahren eingesetzt. in denen die TrObung 
nur durch die Analyt-Rezeptor-Komplexe verur- 
sacht werden, die also keine lichtstreuende Partikel 

55 enthalten. Weiterhin sind unter immunologischen 
Prazipitationsverfahren auch Immundtffusionsver- 
fahren, bevorzugt die radiate Immundiffusion, zu 
verstehen. 
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Analyt und Rezeptor konnen im Rahmen des 
erfjndungsgema^en Verfahrens prinzipiell alle Sub- 
stanzpaarungen sein, die mtteinander bindefahig 
sind. In dieser Definition sind im Rahmen der Erfin- 
dung aufier immunologisch bindefahigen Substanz- 
paaren auch solche Substanzpaanjngen einge- 
schlossen, die sich analog verhalten. 

AIs bindefahige. spezifische Rezeptoren wer- 
den im Sinne der Erfindung Bindepartner des zu 
analysierenden Analyten verstanden. Bevorzugt 
werden als Rezeptoren Antikorper oder Antikorper- 
fragmente eingesetzt. Bei den Antikorpern bzw. 
Antikorperfragmenten kann es sich sowohl um po- 
lyklonale als auch monoklonale Antikorper handeln. 

Unter einem Analyten werden Substanzen ver- 
standen. die mindestens zwei Epitope, d. h. Bin- 
destellen fOr den spezifischen Rezeptor, besitzen. 
Besonders bevorzugt ist das erfindung sgemS Be 
Verfahren geeignet. wenn es sich bei dem Analyt 
um ein Protein handelt Der Analyt kann in einer 
KorperflOssigkeit, wie Plasma, Serum. Urin. Spei- 
chel o. a., oder in einer geeigneten PufferlQsung 
enthalten sein. Das erfindungsgemSfle Verfahren ist 
beispielsweise besonders zur Bestimmung von Al- 
bumin im Urin. zur Bestimmung von Apolipoprotein 
Al und B im Serum oder Plasma oder zur Bestim- 
mung von Immunglobulinen. Ferritin. Lp(a) oder a- 
1-MikroglobuIin geeignet. In dem Fall, daB es. sich 
bei den Analyten selbst um einen Antikorper han- 
delt, kann als spezifischer Rezeptor das mit diesem 
Antikorper reagierende Antigen oder aber ein ge- 
gen diesen AntikcJrper gerichteter Anti-Antik5rper 
eingesetzt werden. 

Die Messuhg der Trubung beim erfindungsge* 
maBen rmmunologischen PrSzipitationsverfahren 
kann mit geeigneten Ger3ten sowohl nephelome- 
trisch als auch turbidimetrisch erfolgen. Die Be- 
stimmung der Konzentration des Analyten der Pro- 
be erfolgt durch Vergleich mit einem Standard be- 
kannter Analytkonzentrationen. 

Unter einem Reagenz zur DurchfOhrung des 
immunologischen Prazipitationsverfahrens zur Be- 
stimmung eines bindefShigen Analyten in einer 
Probelosung ist eine Zuscimmensetzung zu verste- 
hen, die zusatzlich zu den fUr das immunologische 
Prazipitationsverfahren erforderlichen Stoffen. wie 
beispielsweise Hilfsstoffe. Puffersubstanzen oder - 
im Falle eines Agglutinationstests - mit einem Bin- 
departner beschichtete Partikel. vornehmlich Latex- 
partikel, ein nichtionisches Polymer, das erfin- 
dungsgemaB wirksam ist. enthalt. Die Konzentra- 
tion dieses nichtionischen Polymers im Reagenz 
wird dabei so gewShIt, daB im Testansatz, d. h. 
nach Zugabe der Probe zum Reagenz, die Endkon- 
zentration des Polymers 2 bis 6 Gew.-% betragt 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele 
naher erlSutert: 
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1 . Bestimmung von humanem Albumin im Urin 

Bei der Urindiagnostik ist die Bestimmung von 
Albumin ein wesentliches Kriterium zur Beurteilung 

5 von Nierenschadigungen. Die Mormalwerte von Al- 
bumin im Urin betragen 10 bis 20 mg/l. physiologi- 
sche Konzentrationen bis zu 20000 mg/l sind mog- 
lich. Zur Vermeidung von Fehlinterpretationen soll- 
te der Hook-Effekt bei der Albuminbestimmung 

10 ganz vermieden bzw. in den Konzentrationsbereich 
oberhalb 20000 mg/l verschoben werden. Der nor- 
male MeBbereich bei turbidimetrischen Bestimmun- 
gen reicht in der Regel nur bis zu einer Albumin- 
konzentration von 300 mg/l. 

15 Die Versuchsdurchfuhrung sowie die verwendeten 
Reagenzien sind in den folgenden Beispielen 
gleich. mit Ausnahme des Zusatzes des nichtioni- 
schen Polymers zur Vermeidung des Hook-Effektes 
als Storung. Folgende Reagenzlosungen werden 

20 verwendet: 

Losung 1 (Reaktionspuffer): 

50 mmol/l Tris. pH 8.0 

1 Gew.-% nichtionisches Detergenz 

0,1 Gew.-% Natriumazid 

25 Der Losung 1 wurden die nichtionischen Poly mere 
bzw. als Vergleich mit dem Verfahren des Standes 
der Technik PEG 6000 in solchen Konzentrationen 
zugegeben, daB im Testansatz die jeweils angege- 
bene Endkonzentration erreicht wird. 

30 Losung 2 (Antiserum): 
100 mmol/I Tris, pH 7,2 
100 mmol/l NaCI 
0,1 Gew.-% Natriumazid 

15 mg/ml polykonale anti-humanes Serumalbumin 

35 Schaf antikorper (PAK<HSA>S-IgG) 
Losung 3 (Kalibratoren): 
50 mmol/l Phosphatpuffer, pH 8,0 
100 mmol/l NaCl 
0,1 Gew.-% Natriumazid 

40 0 bis 20000 mg/l humanes Albumin (HSA) 

Die Messungen wurden bichromatisch bei einer 
Wellenlange von 340 nm (Korrekturwelleniange 700 
nm) an einem Hitachi 704 der Firma Boehringer 
Mannheim (Mannheim, Deutschland) bei einer 

45 Temperatur von 37 * 0 durchgefOhrt. 20 ui Losung 
3 werden mit 350 ul Losung 1 vermischt und 5 
Minuten inkubiert. Danach erfolgte die erste Mes- 
sung der Extinktion (El). 70 ul L6sung 2 wurden 
zupipettiert und der Testansatz weiterhin 5 Minuten 

50 inkubiert. Danach erfolgte eine weitere Extinktions- 
messung (E2). Zur Auswertung der Ergebnisse 
wurde die Extinktionsdifferenz AE = E2-E1 gegen 
die Albuminkonzentration graphisch aufgetragen. 

55 
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1. 1 Vermeidung des Hook-Effektes durch Zugabe 
von Polyethylenglykol 

1.1.1 Vergleich zwischen dem Verfahren des Stan- 
des der Technik (Einsatz von PEG 6000) und dem 
erfindungsgemafien Verfahren (Einsatz von PEG 
40000) 

Der Losung 1 wurde PEG 6000 bzw. PEG 
40000 in solchen Konzentrationen zugesetzt. dafl 
im Testansatz eine Endkonzentration von jeweils 4 
Gew.-% erreicht wird. Die TestdurchfOhrung erfolg- 
te wie unter Punkt 1 beschrieben. 
Bel dem Verfahren des Standes der Technik. dem 
Einsatz von PEG 6000, tritt der Hook-Effekt bei 
AJbuminkonzentrationen oberhalb des MeBberei- 
ches. der sich bis ungefahr 400 mg/l HSA er- 
streckt. auf. Bei dem erfindungsgema^en Einsatz 
von PEG 40000 kommt es bei HSA-Konzentratio- 
nen oberhalb des MeBbereiches zu kerner signifi- 
kanten Abnahme der Extinktion. Bis zu der unter 
physiologischen Bedlngungen m<5glichen HSA- 
Konzentration von ungefahr 20000 mg/l wird der 
Hook-Effekt als Storung vermieden (Fig. 2). Welter- 
hin zeigte sich, 6aB das erfindungsgemaiSe Verfah- 
ren zu einer Reaktionsbeschleunigung und zu einer 
Steigerung der SensitivitSt des Immunologischen 
Prazipitationsverfahrens fuhrte, die Ober das MaB 
hinausging, dai3 durch das Verfahren des Standes 
der Technik erreicht wird. 

1.1-2 EinfluiS der Konzentration von PEG 40000 

Die LSsung 1 wurde PEG 40000 in unter- 
schiedlichen Konzentrationen zugesetzt. Im Testan- 
satz betrugen die Endkonzentrationen zwischen 0 
und 6 Gew.-% . Der Einsatz noch hoherer Konzen- 
trationen ist nicht mehr sinnvol). da oberhalb von 6 
Gew.-% PEG 40000 unspezlfische TrObungen auf- 
treten, die eine exakte Messung verhindern. 
Bel PEG 40000-Konzentrationen bis 1 % tritt der 
Hook-Effekt oberhalb von HSA-Konzentrationen von 
400 mg/l auf (Rg. 3). Oberhalb 1 Gew.-% PEG 
40000 ergibt sich eine deutliche Abnahme des 
Hook-Effektes Im Vergleich zur Methode des Stan- 
des der Technik (4 Gew.-% PEG 6000 die Werte 
wurden in Rg. 3 nicht graphisch dargestellt). Aus 
diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dai3 das nichtio- 
nrsche Polymer erfindungsgemafl In Konzentratio- 
nen von mindestens 1. bevorzugt 2 bis 6 Gew.-% 
und besonders bevorzugt in Konzentrationen von 3 
bis 4 Gew.-% eingesetzt werden kann. 



1.1.3 EinfluB des Molekulargewichtes von Polyeth- 
ylenglykol 

Um den EinftuB des Molekulargewichtes von 
5 PEG auf die immunologisch'e Prazipitation zu er- 
mitteln wurde das Polymer in verschiedenen Poly- 
merisationsgraden eingesetzt. PEG mit einem Mo- 
lekulargewlcht von 2000, 6000, 10000. 40000 und 
300000 wurden getestet. Die jeweilige Konzentra- 
10 tion im Testansatz betrug einheitlich 4 Gew.-%. 

Oberhalb des Molekulargewichts von 10000 
wird der Hook-Effekt als Storung vermieden. Be- 
sonders bevorzugt wird PEG mit einem Molekular- 
gewicht von 40000 eingesetzt (Rg. 4). 

75 

1.2 Bestimmung von Albumin Im Urin mit Dextran- 
zusatz 

Wie in dem Betspiel 1.1.3 beschrieben. wird 
20 der EInflufi des Molelulargewichtes eines werteren 
nichtionischen Polymers, in diesem Fall Dextran im 
erfindungsgemSBen Verfahren am Beispiel der Al- 
buminbestimmung im Urin ermittelt. Die Konzentra- 
tion der Dextrane im Testansatz betragt jewetis 4 
25 Gew.-%. 

Oberhalb eines Molekulargewichtes von 
500000 kann Dextran als Zusatz zur Vermeidung 
des Hook-Effektes als Storung bei immunologi- 
schen Prazipitationsverfahren eingesetzt werden. 
30 Dextrane mit einem niedrigen Molekulargewicht er- 
zietten nicht die erfindungsgemSiJe Wirkung (Rg. 
5). 

1.3 Bestimmung von Albumin im Urin mit PVP- 
35 Zusatz 

Am Beispiel der Albuminbestimmung wird der 
EinfluB des Molekulargewichtes von Polyvinylpyrro- 
lidon (PVP) im erfindungsgemSfien Verfahren be- 
40 stimmt. PVP wurde jewells In einer Konzentration 
von 4 Gew.-% bezogen auf den Testansatz einge- 
setzt. 

Oberhalb eines Molekulargewichtes von mehr 
als 100000 kann PVP zur Vermeidung des Hook- 

45 Effektes als St5rung erfindungsgemSB eingesetzt 
werden. Wie aus Rg. 6 ersichtlich, tritt bei PVP mit 
einem Molekulargewicht von 360000 und 750000 
keine signifikante Erniedrigung der Extinktion ober- 
halb des Me0bereiches auf. wahrend PVP mit ei- 

50 nem Molekulargewicht von 10000 diese Wirkung 
nicht erzielt. 

2. Bestimmung von Apolipoprotein A-l (Apo A-l) 

55 Bei der Bestimmung der Konzentration von 

Apolipoprotein A-l wurden die Versuche wie im 
Beispiel 1 beschrieben durchgefUhrf. Die Messun- 
gen wurden bichromatisch bei einer WellenlSnge 
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von 376 nm (Korrekturwellenlange 700 nm) an ei- 
nem Hitachi 704 der Rmna Boehringer Mannheim 
GmbH (Mannheim. Bundesrepublik Deutschland) 
bei einer Temperatur von 30 * C vorgenommen. 

Folgende Reagenzlosungen werden verwendet: 

Losung 1 (Reaktionspuffer): 

50 mmol/l Tris. pH 8,0 

1 Gew.-% nichtionisches Detergenz 

Der Losung wurde PEG 40000 bzw. als Vergleich 

mit dem Verfahren des Standes der Technik PEG 

6000 In solchen Konzentrationen zugegeben, daB 

im Testansatz eine Endkonzentration von 4 % er- 

reicht wird. 

Losung 2 (Antiserum): 

Es wurde das von der Firma Boehringer Mannheim 
GmbH unter der Id.Nr. 1381130 erhaltliche Antise- 
rum, das polyklonale anti-Apolipoprotein Al-Schaf- 
antikorper (PAK<Apo A1>S-lgG) in 100 mmol Tris, 
pH 7.2 enthalt, verwendet. 
Losung 3 (Kalibrator): 

Als Kalibrator diente lyophilisiertes Humanserum. 
das unter der Id.Nr. 1381156 der Firma Boehringer 
Mannheim GmbH erhaltlich ist. 

2 ul Losung 3 wurden mit 350 ul Losung 1 
vermischt und funf Minuten inkubiert. Danach er- 
folgte die erste Extinktionsmessung (El). 140 u! 
Losung 2 wurden zupipettiert, der Testansatz wei- 
tare fUnf Minuten inkubiert und eine zweite Extink- 
tionsmessung (E2) vorgenommen. Zur Auswertung 
wurde die Extinktlonsdifferenz E = E2 - El gegen 
die Apolipoprotein A-1 Konzentration graflsch aufge- 
tragen. 

Die Eichkurve wurde analog der Packungsbei- 
lage (Id.Nr. 1378686) des Tina-quant® Apolipopro- 
tein A-l Testkits der Firma Boehringer Mannheim 
GmbH vermessen. Dabei wurde der Kalibrator. der 
211 mg Apolipoprotein A-l/dl enthielt. In unter- 
schiedlichen VerdOnnungsschritten mit einer 0,9 
Gew.-% NaCI-L5sung verdUnnt. Die hohen Apolipo- 
protein A-l- Konzentrationen wurden durch Plpettle- 
rung des unverdOnnten Kalrbrators mit hoheren Vo- 
lumina (2 ul. 4 ul etc.) erreicht 

Aus Fig. 7 Ist zu entnehmen, daB bei den 
Verfahren nach dem Stand der Technik. also beim 
Einsatz von PEG 6000. ein Hook-Effekt oberhalb 
einer Apo- A-l- Konzentration von ca. 210 mg auftritt. 
Durch den erfindungsgemaflen Einsatz von PEG 
40000 wird der Hook-Effekt in einen weit hoheren 
Konzentrationsberelch verschoben. 



3. Bestimmung von a-1-Mikroglobulin (a-1-M) 

Die Messungen wurden wie in den vorange- 
gangenen Beispielen an einem Hitachi 704 durch- 
s gefuhrt. Die Mefltemperatur betragt 37 • C. Gemes- 
sen wurde bei einer Wellenlange von 340 nm mit 
einer Korrekturwellenlange von 700 nm. 

Folgende Reagenzlosungen wurden verwendet; 

10 

Losung 1 (Reaktionspuffer): 
50 mmol/l Tris. pH 8,0 
150 mmol/l NaCI 

1 Gew.-% nichtionisches Detergenz PEG 6000 
75 bzw. 4O000 in solchen Konzentrationen, daB im 
Testansatz eine Endkonzentration von 4 % erreicht 
wird. 

Losung 2 (Antiserum): 

20 mg/l polyklonale anti-a-1-Mlkroglobulin-Schaf- 
20 IgG-Antikerper (PAK<a-1-M>S-lgG) in 50 mmol/l 
Tris, pH 8.0 
Losung 3 (Kalibrator): 

Als Kalibrator diente ein Urinkonzentrat mit einem 
a-1-Mikroglobulingehalt von 2700 mg/l. 

25 20 u I L6sung 3 wurden mit 350 ul Losung 1 

vermischt und nach funf Minuten die Extinktion 
(El) gemessen. Nach Zugabe von 70 ul Losung 2 
und funfminUtiger weiterer Inkubation wurde die 
zweite Extinktion (E2) gemessen. Die Extinktions- 

30 differenz AE = E2 - El wurde zur Auswertung 
grafisch aufgetragen (Rg. 8). Zur Erstellung einer 
Eichgeraden wurde der Kalibrator in 20 mmol/l 
Hepes verdUnnt 

Bei dem Einsatz von PEG 6000 (Verfahren 

35 nach dem Stand der Technik) wurde oberhalb einer 
a-1-M-Konzentration von 1000 mg/l ein Hook-Effekt 
beobachtet. Beim Einsatz von PEG 40000 konnte 
Qber den gesamten MeBbereich bis zu einer Kon- 
zentration von 2700 mg/l kein Hook-Effekt beob- 

40 achtet werden. 

Patentansprilche 

1. Immunologisches Praizipitationsverfahren zur 
45 Bestimmung eines bindefahigen Analyten 

durch Inkubation einer Probeldsung, die den 
Analyten enthSIt, mit einem mit dem Analyten 
bindefahigen, speziftschen Rezeptor, dadurch 
gekennzeichnet. daB der Testlosung ein nicht- 
50 ionisches Polymer aus der Gruppe: Dextran, 

mit einem Molekulargewlcht von mehr als 500 
000, Polyvinylpyrrolidon. mit einem Molekular- 
gev*richt von mehr als 100 000 und Polyethyl- 
englycol, mit einem Molekulargewlcht von 
55 mehr als 10000, zugesetzt wird. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das nichtionische Polymer in ei- 
ner Konzentration von mindestens 1 Gew.-% 
im Testansatz vorliegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das nichtionische Polynner in el- 
ner Konzentration von 2 bis 6 Gew.-% im 
Testansatz vorliegt. 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3. 
dadurch gekennzeichnet, daB Polyethylengly- 
kol mit einem Molekulargewicht von 10000 bis 
300000 verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekenn- 
zeichnet, da/J Polyethylenglykol mit einem Mo- 
lekulargewicht von 40000 verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3. 
dadurch gekennzeichnet. daB Polyvinylpyrroli- 
don mit einem Molekulargewicht von 360000 
bis 750000 verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB es sich um einen 
Agglutinationstest handelt. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7. 
dadurch gekennzeichnet. daB der spezifische 
Rezeptor ein polyklonaler Antik5rper ist. 

9. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet. daB der spezifische 
Rezeptor ein Gemisch aus mindestens zwei 
monoklonalen AntikcJrpern ist. 

10. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet. daB der Analyt ein 
Protein Ist. 



13. Reagenz gemaB Anspruch 12. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die nichtionische Polymer- 
konzentration mindestens 1 Gew.-% im Test- 
ansatz betragt 

5 

14. Reagenz gemaB Anspruch 12. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die nichtionische Polymer- 
konzentration 2 bis 6 Gew.-% im Testansatz 
betragt. 

70 

15. Verwendung eines nichtionischen Polymers zur 
Vermeidung des Hook-Effekts als St5rung bei 
Immunologischen PrSzipitationsverfahren. 

15 16. Verwendung eines nichtionischen Polymers als 
Reaktionsbeschleuniger. zur Steigerung der 
Sensitivitat und zur Vermeidung des Hook-Ef- 
fektes als Storung bei immunologischen Prazi- 
pitationsverfahren. 



11. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet. daB der Analyt Albu- 
min, Apolipoprotein A I oder a-1 -Microglobulin 

ist. 45 



12. Reagenz zur DurchfOhrung eines immunologi- 
schen Prazipitationsverfahrens zur Bestim- 
mung eines bindefShigen Analyten in einer 
Probelosung. dadurch gekennzeichnet, daB es so 
zusMtzlich zu den fOr das immunologische Pra- 
zipitations verfahren erforderlichen Stoffen ein 
nichtionisches Polymer aus der Gruppe: Dex- 
tran, mit einem Molekulargewicht von mehr als 
500000. Polyvinylpynrolidon, mit einem Mole- 55 
kulargewicht von mehr als 100000 und Poly- 
ethylenglycol. mit einem Molekulargewicht von 
mehr als 10000. enthMlt. 
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